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Abstract 



Method and apparatus for carrying out biochemical reactions in particular for cell-free polypeptide 
biosynthesis. A bioreactor has, within a housing, a reaction chamber containing a producing system as well 
as a supply chamber separated from the reaction chamber by means of a semi-permeable membrane and 
containing a liquid serving as supply medium for the producing system. The supply chamber is subdivided 
within the bioreactor into a first partial chamber and a second partial chamber which are each connected to 
the reaction chamber via a semi-permeable supply membrane and which are connected to each other by 
means of a connection conduit. During the biochemical reaction, liquid is circulated from the first partial 
chamber of the supply chamber through the reaction chamber and into the second partial chamber of the 
supply chamber in such a fashion that, during each passage of liquid out of the first partial chamber into the 
reaction chamber, liquid simultaneously passes from the reaction chamber into the second partial chamber 
and liquid flows out of the second partial chamber via the connection conduit back into the first partial 
chamber. 
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(54) Verfahren und Vorrichtung zur DurchfUhrung biochemischer Reaktionen 

(57) Verfahren und Vorrichtung zur DurchfQhrung 
biochemischer Reaktionen, insbesondere fur die zell- 
freie Polypeptid-Biosynthese. Ein Bioreaktor weist 
innerhatb eines Gehfluses (2) einen ein produzierendes 
System enthaltenden Reaktionsraum (3) und einen von 
dem Reaktionsraum (3) durch eine semipermeable 
Membran (8) getrennten, eine als Versorgungsmedium 
for das produzierende System wirkende FIQssigkeit ent- 
haltenen Versorgungsraum (6) auf. Der Versorgungs- 
raum (6) 1st innerhalb des Bioreaktors in einen ersten 
und einen zweiten Teilraum (4,5) geteiit, die jeweils Qber 
eine semipermeable Versorgungsmembran (8) mit dem 
Reaktionsraum in Verbindung stehen und Qber eine 
Verbindungsleitung (15) miteinander verbunden sind. 
Wahrend der biochemischen Reaktion wird FIQssigkeit 
im Kreislauf von dem ersten Teilraum (4) des Versor- 
gungsraums (6) durch den Reaktionsraum (3) in den 
zweiten Teilraum des Versorgungsraums (6) derartig 
umgepumpt, daB jeweils beim Obertritt von FIQssigkeit 
aus dem ersten Teilraum (4) in den Reaktionsraum (3) 
zugleich FIQssigkeit von dem Reaktionsraum (3) in den 
zweiten Teilraum (5) Obertritt und FIQssigkeit aus dem 
zweiten Teilraum (5) Qber die Verbindungsleitung in den 
ersten Teilraum (4) zurGckstrfimt. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erf inciting betrifft ein Verfahren und eine 
Vorrichtung zur Durchfuhrung biochemischer Reaktio- 
nen, insbesondere fur die zeltfreie Biosynthese von Pro- 
teinen Oder anderen Polypeptiden. 
[0002] In der Biotechnologie werden biochemische 
Reaktionen Qblicherweise in Bioreaktoren durchgefQhrt. 
Beispiele solcher biochemischen Reaktionen sind enzy- 
matische Reaktionen, bei denen ein Substrat durch die 
katalytische Wirkung eines Enzyms von einem Aus- 
gangszustand in einen Endzustand umgeformt wird, 
sowie die Biosynthese von Naturstoffen, beispielsweise 
Peptidhormonen, Antibiotika und - in neuerer Zert von 
besonderer Bedeutung - Humanproteinen. 
[0003] Die dabei insgesamt biochemisch wirksamen 
Komponenten kann man allgemein als "produzierendes 
System" bezeichnen. Das produzierende System ent- 
hait fast immer Komponenten, die sehr teuer sind, sich 
jedoch w&hrerid der Reaktion nicht Oder nur in gerin- 
gem Umfang verbrauchen. Sie werden deshalb inner- 
halb des Bioreaktors in einem Reaktionsraum 
immobilisiert. Die Erfindung richtet sich auf Verfahren, 
bei denen der Reaktionsraum innerhalbdes Bioreaktors 
durch eine semipermeable Membran von einem Versor- 
gungsraum getrennt ist. 

[0004] Ein Verfahren zur zellfreien Biosynthese von 
Polypeptiden ist beispielsweise in der US-Patentschrift 
5,478,730 beschrieben. Das produzierende System 
enthait dabei eine Quelle von Boten-RNA (mRNA), die 
das Polypeptid codiert. In dem zellfreien Synthesesy- 
stem sind weiterhin Ribosomen, tRNA, Aminosauren, 
ATP- und GTP entharten. Die Translation der mRNA mit 
Hitfe der tRNA fOhrt zur Produktion des Polypeptids, 
wobei zugleich Produkte mit niedrigerem Molekularge- 
wicht entstehen. Der Reaktionsraum mit dem produzie- 
renden System ist durch eine semipermeable Barriere 
von einem Versorgungsraum getrennt. Der Versor- 
gungsraum enthait eine als Versorungsmedium fur das 
produzierende System wirkende Flussigkert, welche 
ATP, GTP und Aminosauren enthait. Diese Komponen- 
ten werden dem produzierenden System zugefOhrt, urn 
den Verbrauch wahrend der Bio-Reaktion zu ersetzen. 
Sie kfinnen durch die semipermeable Barriere diffun- 
dieren, weil ihr Molekulargewicht unterhalb von deren 
DurchlaBgrenze liegt. Zugleich diffundieren Produkte 
der biochemischen Reaktion und andere Substanzen, 
deren Molekulargewicht unterhalb der DurchlaBgrenze 
der Barriere liegt, aus dem Reaktionsraum in den Ver- 
sorgungsraum. 

[0005] Als semipermeable Barriere werden in der US- 
Patentschrift 5,478,730 semipermeable Membranen, 
insbesondere in der Form von Membran-Hohlfasern 
(nachfolgend "Kapillarmembranen") empfohlen. Die 
DurchlaBgrenze der semipermeablen Membran wird so 
gewdhlt, daB durch sie hindurch die niedermolekularen 
Reaktionskomponerrten, die zur Aufrechterhaitung der 
biochemischen Reaktion notwendig sind, zugefOhrt und 



relativ niedermolekulare Produkte aus dem Reaktions- 
raum entfernt werden kOnnen. Dagegen werden die 
mRNA und andere besonders hochwertige hochmole- 
kulare Bestandteile des produzierenden Systems in 
s dem Reaktionsraum festgehalten. Bevorzugt liegt die 
DurchlaBgrenze unter 100.000 Dalton, vorzugsweise 
unter 50.000 Dalton. Sie solite aber uber etwa 1 .000 bis 
5.000 Dalton liegen. 

[0006] Die zitierte US-Patentschrift enthait umfangrei- 

10 che weitere Eriauterungen uber geeignete Zusammen- 
setzungen des produzierenden Systems und des 
Versorgungsmediums sowie uber die Durchfuhrung des 
Biosynthese-Verfahrens. Insoweit bezieht sich die vor- 
liegende Erfindung auf den vorbekannten Stand der 

is Technik, wie er insbesondere der US-Patentschrift 
5,478,730 und den darin zitierten Uteraturstellen zu 
entnehmen ist. Deren Inhalt wird durch Bezugnahme 
zum Inhalt der vorliegenden Anmeldung gemacht. 
[0007] Soweit die Erfindung fur andere biochemische 

20 Reaktionen ais Polypeptidsyrrthesen verwendet wird, 
wird ein dem jeweiligen Anwendungszweck angepaBtes 
produzierendes System eingesetzt. Auch hierzu kOn- 
nen nahere Angaben der einschldgigen Literatur ent- 
nommen werden. Ein produzierendes System kann 

25 grundsatzlich alles sein, was in der Lage ist, die Umset- 
zung bzw. Synthese gewOnschter Verbindungen auf 
biochemischem Wege zu ermflglichen oder zu 
beschleunigen. Neben dem genannten System kom- 
men insbesondere Enzyme und Enzymkomplexe in Ver- 
sa bindung mit den bei derartigen Verfahren 
gebrauchlichen Hilfssubstanzen in Betracht. 
[0008] Da die fur die Biosynthese von Polypeptiden 
erforderliche mRNA meist nur in sehr geringen Mengen 
zu vertretbaren Kosten zur Verfugung steht und auch 

35 die hergestellten Produktmengen sehr Wein sind, wer- 
den solche Reaktionen vielfach in sehr Weinen Bioreak- 
toren durchgefQhrt. Die Erfindung richtet sich 
insbesondere auf Mikro-Membranreaktoren, die Qbli- 
cherweise ein Reaktionsraumvolumen von etwa 1 ml 

40 (jedenfalls von weniger als 10 ml) haben. Da es sich 
dabei urn zur einmaligen Verwendung vorgesehene 
Einwegprodukte handelt, kommt es besonders darauf 
an, daB solche Mikro-Membranreaktoren zu gOnstigen 
Kosten hergestelK werden kOnnen. 

45 [0009] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein 
Verfahren und eine Vorrichtung zur Verfugung zu stel- 
len, mit denen die Durchfuhrung biochemischer Reak- 
tionen mit einer hohen Effektrvitdt und zugleich 
kostengunstig mdglich ist. 

so [0010] Die Aufgabe wird gelGst durch ein Verfahren 
zur Durchfuhrung biochemischer Reaktionen, ins- 
besondere fQr die zeltfreie Polypeptid-Biosynthese mtt- 
tels eines Bioreaktors, der innerhalb eines Geh&uses 
einen ein produzierendes System enthaltenden Reakti- 

55 onsraum und einen von dem Reaktionsraum durch eine 
semipermeable Membran getrennten, ine als Versor- 
gungsmedium fQr das produzierende System wirkende 
FIQssigkeit enthaltenen Versorgungsraum aufweist, 
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wobei der Versorgungsraum innerhalb des Bioreaklors 
in einen ersten und einen zweiten Teilraum geteilt ist, 
die jeweils uber eine als Versorgungsmembran bezeich- 
nete semipermeable Membran'mit dem Reaktionsraum 
in Verbindung stehen und uber eine Verbindungsleitung 
miteinander verbunden sind, bei welchem wahrend der 
biochemischen Reaktion Flussigkeit im Kreislauf von 
dem ersten Teilraum des Versorgungsraums durch den 
Reaktionsraum in den zweiten Teilraum des Versor- 
gungsraums derartig umgepumpt wird, daB jeweils 
beim Obertritt von FIQssigkeit aus dem ersten Teilraum 
in den Reaktionsraum zugleich FIQssigkeit von dem 
Reaktionsraum in den zweiten Teilraum Obertritt und 
Flussigkeit aus dem Zweiten Teilraum uber die 
Verbindungsleitung in den ersten Teilraum zurOck- 
str6mt. 

[001 1] Bei einer erfindungsgemaBen Vorrichtung zur 
DurchfQhrung des Verfahrens weist in dem Reaktor 
jeder der Teilraume des Versorgungsraums eine 
AnschluBfiffnung fur die Verbindungsleitung auf, wobei 
in der Verbindungsleitung eine Pumpe zum Umpumpen 
der FIQssigkeit angeordnet ist Eine solche Vorrichtung 
kann auch als Bioreaktor-System bezeichnet werden, 
wobei die Pumpe und die Verbindungsleitung entweder 
von dem Bioreaktor-Modul des Systems getrennte, 
funktionell an diesen angepaBte Systembestandteile 
sind, Oder in das Gehause des Bioreaktors integriert 
sein kdnneh. 

[0012] Wahrend bei vorbekannten Bioreaktoren Qbli- 
cherweise innerhalb des Reaktorgehauses ein einziger 
Versorgungsraum vorhanden ist, besteht bei der Erf in- 
dung der Gesamt- Versorgungsraum innerhalb des Bio- 
reaktors aus zwei Teilrdumen, die durch eine eine 
Pumpe enthartende Verbindungsleitung in Fluidverbin- 
dung stehen, im Qbrigen aber voneinander getrennt 
sind. Uber die Verbindungsleitung kann mittels der 
Pumpe Flussigkeit von dem einen Teilraum in den ande- 
ren Teilraum gepumpt werden. Jeder , der Teilraume 
steht uber eine Versorgungsmembran mit dem Reakti- 
onsraum in Verbindung. Bei Betatigung der Pumpe ent- 
steht in dem stromaufwarts gelegenen Teilraum ein 
Oberdruck Dadurch wird eine Strflmung der FIQssigkeit 
durch die Versorgungsmembran in den Reaktionsraum 
verursacht. Der daraus resuftierende Oberdruck in dem 
Reaktionsraum fQhrt dazu, daB simultan ein FIQssig- 
keitsstrom aus dem Reaktionsraum in den zweiten Teil- 
raum stattfindet. Von dort wird FIQssigkeit Qber die 
Verbindungsleitung und die Pumpe abgepumpt, so daB 
ein Kreislauf entsteht. Sofern gemaB einer bevorzugten 
AusfOhrungsform das Flussigkertsvolumen in den ver- 
schiedenen Teilraumen des Kreislauf-Systems (Reakti- 
onsraum, beide Teilrfiume des Versorgungsraums) 
unverandert bleibt, ist zu jedem Zeitpunkt der Volumen- 
strom der Flussigkeit in den Reaktionsraum hinein und 
aus dem Reaktionsraum heraus gleich groB. Es wird 
dem Reaktionsraum also je Zeiteinheit ebenscviel FIQs- 
sigkeit aus dem ersten Teilraum zugefQhrt wie aus dem 
zweiten Teilraum abgefuhrt wird. 



[001 3] Bevorzugt sind innerhalb eines Bioreaktors ein 
einziger Reaktionsraum und genau zwei Teilraume des 
Versorgungsraums vorhanden. Grundsatzlich ist es 
jedoch auch mOglich, beide Raume, insbesondere den 

5 Versorgungsraum, in mehrere Teilraume aufzuteilen. 
Beispielsweise kOnnte der Versorgungsraum in vier Teil- 
raume aufgeteift sein, wobei die FIQssigkeit im wesentli- 
chen paarweise von dem ersten und zweiten Teilraum in 
den dritten und vierten Teilraum strOmt. 

io [0014] Durch die Erfindung wird eine sehr gute Ver- 
sorgung und Entsorgung des produzierenden Systems 
gewahrleistet Daraus resultiert eine hohe Produktions- 
rate. Das erforderliche Bioreaktor-System ist Wein, ver- 
haitnismaBig einfach aufgebaut und kann deswegen zu 

75 gunstigen Kosten hergestellt werden. 

[0015] Selbstverstandlich kann der Umpumpvorgang 
wahrend der biochemischen Reaktion unterbrochen 
werden, wobei jedoch ein zumindest weitgehend konti- 
nuierlicher Betrieb der Pumpe (wahrend mindestens 

20 80% der Reaktionszeit) bevorzugt ist. 

[0016] GemaB einer bevorzugten AusfQhrungsform 
wird wahrend der biochemischen Reaktion die Pump- 
richtung und damit die StrOmungsrichtung der FIQssig- 
keit umgekehrt, wobei besonders bevorzugt die 

25 Umkehrung der Pumprichtung wahrend einer biochemi- 
schen Reaktion mehrfach erfolgt und gemaB einer wei- 
teren bevorzugten AusfQhrungsform das jeweils in eine 
Richtung (bis zur nachsten Umkehrung der Pumprich- 
tung) gepumpte Volumen mindestens so groB wie das 

30 Volumen des Reaktionsraums ist. 

[0017] Eine solche Betriebsweise, die auch als 
"Modulation" der Strdmung bezeichnet werden kann, 
hat den Vorteil, daB die Bildung einer sogenannten 
Sekundarfilterschicht auf der Oberfiache der semiper- 

35 meablen Membranen vermieden wird. Eine Sekundarfil- 
terschicht entsteht dadurch, daB sich wahrend des 
DurchstrOmens der Membran in eine Richtung vor der 
Membranwand ein Konzentrationsgradient der durch 
die Membran zurQckgehaltenen Stoffe ausbtldet. 

40 Dadurch werden die Filtrationseigenschaften der Mem- 
bran beeintrdchtigt. Die Vermeidung einer Sekundarfil- 
terschicht durch Modulation der StrOmungsrichtung ist 
aus der DE 3914956 A1 bekannt. 
[0018] Dieser Druckschrift ist auch zu entnehmen, 

45 daB es vorteilhaft ist, eine asymmetrische semipermea- 
ble Membran derartig einzusetzen, daB die eigentliche 
Rrtrationsschicht zu dem Reaktionsraum orierrtiert ist. 
Auch bei der vorliegenden Erfindung wird bevorzugt 
eine solche asymmetrische Membran gleicher Orientie- 

so rung zur Trennung des Reaktionsraums und des Ver- 
sorgungsraums eingesetzt. 

[0019] Die DE 3914956 A1 enthait umfangreiche 
Erfauterungen hinsichtlich des Modulationsverfahrens 
sowie hinsichtlich des Aufbaus und der Orientierung 
55 geeigneter Membranen, die auch auf die vorliegende 
Erfindung unter Berucksichtigung von deren Besonder- 
heiten anwendbar sind. Insoweit wird der Inhalt der 
genannten Druckschrift durch Bezugnahme zum Inhalt 



3 



5 



EP0 894 852 A2 



6 



dervorliegenden Erfindungsbeschreibung gemacht. Ein 
besonderer Aufbau einer asymmetrischen Membran ist 
Gegenstand der WO 94/20603. 
[0020] Die Erf indung wird im folgenden anhand von in 
den Figuren dargestellten Ausfuhrungsbeispielen naher 
eriautert. Es zeigen: 

Fig. 1 eine stark schematisierte Querschnittsdar- 
steliung einer erfindungsgem&Ben Vorrich- 
tung; 

Fig. 2 eine schematisierte Querschnittsdarstellung 
einer alternativen AusfOhrungsform einer 
erfindungsgemaBen Vorrichtung; 

Fig. 3 eine Explosionsdarstellung von Teilen eines 
fur die Erfindung geeigneten Bioreaktor- 
Moduls; 

Fig. 4 eine graphische Darstellung der Antwort- 
funktion beim Betrieb eines Bioreaktor- 
Systems entsprechend der Erfindung, 

Fig. 5 einen Ausschnitt aus einer Querschnittsdar- 
stellung analog Fig. 1 von einer alternativen 
Ausfuhrungsform, 

Fig. 6 eine Explosionsdarstellung analog Fig. 3 von 
einer alternativen Ausfuhrungsform, 

Fig. 7 eine Aufsicht auf eine weitere alternative 
Ausfuhrungsform eines Bioreaktor-Moduls, 

Fig. 8 einen Detailschnitt entlang der Linie VIII in 
Fig. 7, 

Fig. 9 einen Detailschnitt entlang der Linie IX von 
Fig. 7. 

[0021] Der in Fig. 1 dargestellte Bioreaktor 1 enthait 
innerhalb eines Geh&uses 2 einen Reaktionsraum 3 
und zwei Teilraume 4, 5 eines Versorgungsraums 6. Die 
beiden Teilraume 4, 5 stehen jeweils uber eine Versor- 
gungsmembran 8 mit dem Reaktionsraum 3 in Verbin- 
dung. Die Versorgungsmembranen 8 weisen jeweils 
eine einer ersten Oberfiache 9 zugewandte Filtrations- 
schicht 10 und eine einer zweiten Oberfiache 11 zuge- 
wandte Tragschicht 12 auf. Sie sind so orientiert, daB 
die erste Oberfiache 9 (d.h. die Filtrationsschicht) dem 
Reaktionsraum 3 zugewandt ist. 
[0022] Die beiden Teilraume 4, 5 des Versorgungs- 
raums 6 sind uber eine Verbindungsleitung 15 verbun- 
den, in der eine Pumpe 16 angeordnet ist. welche 
FIQssigkeit in beide FluBrichtungen durch die Leitung 1 5 
pumpen kann. Die Teilrdume 4, 5 des Versorgungs- 
raums 6 sind jeweils geschlossen, mit Ausnahme der 
Durchldssigkeit der Membranen 8 und mit Ausnahme 
von jeweils zwei AnschluBOffnungen, von denen jeweils 
eine erste Offnung 17 eine FIQssigkeitsverbindung zu 
der Verbindungsleitung 15 und eine zweite Offnung 18 
eine Flussigkeitsverbindung zu Veroder Entsorgungslei- 
tungen 19, 20 hersteltt, die jeweils durch Ventile 21, 22 
verschlieBbar sind. Die AnschluBOffnungen 17, 18 sind 
vorzugsweise - wie dargestellt - an gegenuberliegenden 
Enden der insgesamt langlichen Teilrdume 4, 5 vorge- 
sehen. 



[0023] Bei der dargestellten Ausfuhrungsform befin- 
det sich die Verbindungsleitung 15 und die Pumpe 16 
innerhalb des Gehauses 2 des Bioreaktors 1. Auch die 
Ventile 21, 22 sind bevorzugt - wie dargestellt - in das 

5 Gehause 2 des Bioreaktors 1 integrierl 

[0024] Eine biochemische Reaktion wird in dem in Fig. 
1 dargestellten, insgesamt mit 25 bezeichneten Biore- 
aktorsystem folgendermaBen durchgefQhrt. 
[0025] Der Reaktionsraum 3 wird uber AnschluBCff- 

10 nungen 13 und 14 mit einer das produzierende System 
enthaltenden FIQssigkeit gefullt. Die Versorgungsleitung 
19 wird an einen Behatter 26 mit Versorgungsmedium 
angeschlossen. Die Entsorgungsleitung mundet in 
einen zunachst leeren Behaiter 27 fur das Eluat. Die 

is Ventile 21 und 22 werden geOffnet und mittels der 
Pumpe 16 oder einer zusatzlichen in der Versorgungs- 
leitung 19 vorgesehenen Pumpe wird FIQssigkeit 
zunachst in den zweiten Teilraum 5 und dann in den 
ersten Teilraum 4 des Versorgungsraums 6 in Richtung 

20 der Pfeile 23, 24 transported, bis beide Teilraume 
spwie das Volumen der Leitungen 19 und 20 bis zu den 
Ventilen 21 , 22 vollstandig gefullt sind. 
[0026] Danach werden die Ventile 21, 22 geschlos- 
sen. Wenn die Pumpe 16 bei geschlossenen Ventilen 

25 21 , 22 in Betrieb gesetzt wird, entsteht ein Uberdruck in 
dem entsprechenden Teilraum, also beispielsweise in 
dem Teilraum 4, wenn die Pumpe 16 in den in Fig. 1 
oberen Abschnitt 15a der Verbindungsleitung 15 hinein- 
pumpt. Aufgrund des Drucks strdmt FIQssigkeit aus dem 

30 Teilraum 4 in den Reaktionsraum 3. Auch dort entsteht 
ein Clberdruck, durch den die FIQssigkeit weiter strGmt 
jn den zweiten Teilraum 5. Von dort strOmt sie - wie- 
derum unter Einwirkung der Pumpe - in den unteren 
Abschnitt 15b der Verbindungsleitung 16 und von dort 

35 im Kreislauf in den ersten Teilraum 4. 

[0027] Nachdem auf diese Weise ein Volumen, das 
mindestens so groB ist wie das Volumen des Reaktions- 
raums 3 umgepumpt worden ist, wird die Wtrkungsrich- 
tung der Pumpe 16 umgedreht, so daB eine 

40 umgekehrte StrOmung einsetzt. Dieser Vorgang kann 
wahrend der gesamten Reaktionszeit mehrfach wieder- 
holt werden. 

[0028] Nach Ablaut einer gewunschten Reaktionszeit 
werden die Ventile 21 und 22 geOffnet und erneut ein 

45 Pumpvorgang im Sinne der Pfeile 23, 24 eingeleitet, urn 
das Versorgungsmedium, welches nun einen erhebli- 
chen Anteil des gewunschten Produkts enthalt, in den 
Eluatbehaiter 27 zu transportieren. Zugleich wird fri- 
sches Versorgungsmedium in die Teilraume 4, 5 des 

50 Versorgungsraums 6 geleitel Nach vollstandigem Aus- 
tausch des Inhalts des Versorgungsraums kann eine 
neue biochemische Reaktion begonnen werden. 
[0029] Bei der vorstehend beschriebenen Verfahrens- 
weise wird das gewunschte Produkt aus dem Eluat des 

55 Versorgungsmediums gewonnen. Dies setzt voraus, 
daB die Poren der Versorgungsmembranen 8 groB 
genug sind, daB das in dem Reaktionsraum 3 erzeugte 
Produkt wahrend des beschriebenen Umpumpvorgan- 
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ges in den Versorgungsraum 6 ubertritt. Dies setzt 
(abhangig von dem Molekulargewicht der gewunschten 
Produkte) vielfach eine relativ grobporige Membran mit 
einer DurchlaBgrenze von etwa 50.000 Dalton voraus. 
Eine solch hohe DurchlaBgrenze fuhrt jedoch dazu, daB 
nicht nur das Produkt und relativ niedermolekulare 
Bestandteile der Versorgungsf IQssigkeit (ATP, GTP und 
Aminosauren) aus dem Reaktionsraum 3 herausge- 
pumpt werden, sondern auch hOhermolekulare und 
besonders wertvolle Bestandteile des produzierenden 
Systems, die zurQckgehalten werden sollten. 
[0030] Deshalb ist es bei der Produktion relativ hoch- 
molekularer Produkte vorteilhafter, das Produkt unmit- 
telbar aus dem Reaktionsraum zu gewinnen ("ernten"). 
2u diesem Zweck kann gemaB einer vorteilhaften Aus- 
fOhrungsform eine zusatzliche Erntemembran 7 in Kon- 
takt zu dem Reaktionsraum so angeordnet sein, daB 
zum Ernten des von dem produzierenden Systems 
erzeugten Produkte FlOssigkeit aus dem Reaktions- 
raum 3 Qber die Erntemembran abgeleitet werden kann. 
In Figur 1 ist die Erntemembran 7 in einer den Reakti- 
onsraum 3 begrenzenden Wand eingelassen und steht 
uber eine mit einem Ventil 28 verschlieBbare Leitung 29 
mit einem Behaiter 54 zur Aufnahme der durch die Ern- 
temembran 7 aus dem Reaktionsraum 3 abgeleiteten 
FlOssigkeit in Verbindung. Die DurchlaBgrenze der Ern- 
temembran 7 ist grOBer als die der Versorgungsmem- 
branen 8. Bei der Ernte aus dem Reaktionsraum sind 
zwei unterschiedliche Betriebsweisen mOglich. 
[0031] Einerserts kann wahrend des Betriebes der 
Pumpe 16 das Ventil 28 geOffnet werden. Durch den in 
dem Reaktionsraum 3 herrschenden Uberdruck wird in 
diesem Fall standig FIQssigkeit aus dem Reaktionsraum 
3 Qber die Erntemembran 7 und durch die Leitung 29 
abgefQhrt. Die Menge faBt sich durch die Stellung des 
Ventils 28 regeln. 

[0032] Im Regelfali bevorzugt ist jedoch eine Betriebs- 
weise, die man als Batch-Ernteverfahren bezeichnen 
kann. Dabei wird erst am Ende des Biosynthese-Vor- 
gangs, wenn in dem Reaktionsraum 3 eine erhOhte Pro- 
duktkonzentration erreicht ist, Qber die Erntemembran 7 
geerntet. Dies geschieht bevorzugt in der Weise, daB 
das Ventil 22 geschlossen wird und mittels der Pumpe 
16 die Versorgungsf IQssigkeit werter in den Reaktions- 
raum gedrOckt wird, so daB die in dem Reaktionsraum 3 
enthaltene FlOssigkeit durch die Erntemembran 
abflieBt. Alternate kann eine der AnschluGflffnungen 13 
oder 14 verwendet werden, urn durch Einleiten einer 
geeigneten FlOssigkeit in den Reaktionsraum die darin 
enthaltene FlOssigkeit durch die Erntemembran 7 zu 
verdrangen. 

[0033] Die Ernte Qber eine zusatzliche Erntemembran 
hat den Vorteil, daB die Versorgungsmembranen 8 fei- 
ner (beispielsweise mit einer DurchlaBgrenze von weni- 
ger als 30.000 Dalton) ausgebildet sein kOnnen. 
Dadurch werden Verluste an wertvollen Substanzen 
aus dem Reaktionsraum 3 minimiert. Andererserts kann 
die Erntemembran 7 eine relativ hohe DurchlaBgrenze 



(mehr als 70.000 Dalton) haben. Die dadurch verur- 
sachten Verluste an wertvollen Bestandteilen bei d r 
Ernte sind insbesondere im Falle des Batch-Erntever- 
fahrens relativ gering, weil am Ende der Biosynthese 

5 eine relativ hohe Produktkonzentration erreicht ist. 
[0034] Bei dem Bioreaktorsystem 25 von Fig. 1 ist die 
Verbindungsleitung 15 und die Pumpe 16 im Gehause 
des Bioreaktors 2 integriert. Als zusatzliche Elemente 
des Systems sind nur noch die Leitungen 1 9, 20 und die 

to Ventile 21, 22 erforderlich. Die Pumpe 16 kann grund- 
satzliche eine elektrische Mikropumpe sein. Bei der in 
Fig. 1 dargestellten AusfOhrungsform mit integrierter 
Pumpe ist es jedoch mOglicherweise vorteilhaft, einen 
einfacheren Pumptyp zu verwenden. In Frage kommt 

75 beispielsweise eine Kolbenpumpe mit einem durch 
Federspannung betatigten Kolben, wobei das Spannen 
der Feder manuell eriolgen kann. Die Kolbenpumpe 
sollte in diesem Fall einen Hubraum haben, der minde- 
stens dem Volumen des Reaktionsraums 3 entspricht. 

20 Zum FQIIen und Entleeren des Versorgungsraums 6 
wird in diesem Fall zweckmaBigerweise eine in der 
Figur nicht dargestellte, in die Leitung 19 integrierte 
Elektropumpe eingesetzt 

[0035] Bei der in den Figuren 2 und 3 dargestellten 
25 AusfOhrungsform sind entsprechende Teile mit den glei- 
chen Bezugsziffern wie bei Fig. 1 bezeichnet, auch 
wenn sie in konstruktiven Einzelheiten anders gestaltet 
sind. Wahrend in Fig. 1 eine Flachmembran (beispiels- 
weise eine Membranfilterschicht 10 auf einem Trager 
30 aus Sintermaterial 12) verwendet wird, ist der in Fig. 2 
dargestellte Bioreaktor 1 mit Membranhohlfasern aus- 
gestattet, die nachfolgend als "Kapillaren" bezeichnet 
werden. 

[0036] Das Gehause 2 des Bioreaktors 1 besteht bei 

35 dieser AusfOhrungsform aus zwei Haiften 31 und 32, 
wobei jede der Haiften AbschluBwande 33 aufweist, in 
die ein Satz 34 bzw. 35 von in einer gemeinsamen 
Ebene parallel verlaufenden Kapillaren 36dichtend ein- 
gelassen ist. Die beiden Haiften 31 , 32 werden mit nicht 

40 dargestellten Mitteln (beispielsweise Klammern oder 
Schrauben) zusammengedrGckt, wobei sich zwischen 
ihnen eine f lache Dichtung 38 bef indet. Die beiden Half- 
ten k6nnen auch durch Kleben oder SchweiBen dicht 
und fest miteinander verbunden sein. 

45 [0037] Durch die dargestellte Kbnstruktion wird jeweils 
an beiden Enden jedes Satzes 34, 35 von Kapillaren 36 
ein Sammelraum 39a, 39b, 40a, 40b ausgebildet, der 
mit einem Ende der InnenrSume der Kapillaren eines 
Satzes und mit einer AnschluBdffnung 43, 44, 45, 46 in 

so Verbindung steht, jedoch im Qbrigen abgeschlossen ist. 
Dabei steht jeweils ein erstes Ende 41 der Kapillaren 36 
Ober den entsprechenden Sammelraum 39a bzw. 39b 
mit einer AnschluBOffnung 43 bzw. 44 fur die 
Verbindungsleitung und ein zweites Ende 42 Qber einen 

55 ihm zugeordneten Sammelraum 40a bzw. 40b mit einer 
AnschluBdffnung 45 bzw. 46 fOr eine Versorgungslei- 
tung 1 9 bzw. eine Entsorgungsleitung 20 in Verbindung. 
Die Sammelraume 39a, 39b, 40a, 40b bilden somit in 
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Verbindung mit den jeweils zugehGrigen AnschluBOff- 
nungen 43, 44; 45, 46 jeweils einen gemeinsamen Lei- 
tungsanschluB fQr einen Satz von Kapillaren 34 bzw. 
35. Die Innenrdume der Kapillaren des Kapillarensatzes 
34 bilden zusammen mit den Sammelraumen 39a ( 40a 
den ersten Teilraum 4 des Versorgungsraums 6, wah- 
rend die Innenraume des Kapillarensatzes 35 gemein- 
sam mit den Sammelraumen 39b, 40b den zweiten 
Teilraum 5 des Versorgungsraums 6 bildet. 
[0038] Der Reaktionsraum 3 wird bei dieser Ausfuh- 
rungsform durch den AuBenraum 48 zwischen den 
Kapillaren 36 und der Wand 49 des Gehauses 2 gebil- 
det. Er kann Ober eine EinlaBOffnung 50 und eine dia- 
metral gegenuber angeordnete EntluftungsOffnung 51 
blasenfrei mit einer das produzierende System enthal- 
tenden FIQssigkeit gefullt werden. Wahrend der bioche- 
mischen Reaktion sind die Offnungen 50, 51 jeweils, 
beispietsweise mit einem StOpsel 52, verschlossen. Die 
Kapillaren 36 der beiden Kapillarensatze 34, 35 verlau- 
fen im wesentlichen parallel zueinander durch den 
Reaktionsraum 3. 

[0039] Die Verbindungsleitung 15, in die wiederum 
eine Pumpe 16 integriert ist. verlduft bei der hier darge- 
stellten AusfQhrungsform auBerhalb des Bioreaktors 1 
und ist mittels lediglich symbolisch dargestellter Kupp- 
lungen 47 angeschlossen. Das Bioreaktorsystem 25 
wird hier insgesamt durch den Bioreaktor 1, die Leitun- 
gen 15, 19, 20, die Ventile 21, 22 und die Pumpe 16 
gebildet. 

[0040] Die Verwendung von Kapillaren statt f lacher 
Membranen ist bevorzugt, weil sich auf einfache Weise 
und kostengGnstig eine groBe Membranfiache realisie- 
ren laBt. Ebenso wie bei Fig. 1 sind die Membranen der 
Kapillaren 36 bevorzugt asymmetrisch mit dem Reakti- 
onsraum 3 zugewandter Filterschicht ausgebildet (vgl. 
DE 3114956 A1). 

[0041] Die Durchfuhrung einer biochemischen Reak- 
tion mit dem Bioreaktorsystem gemdB Fig. 2 und 3 
erfolgt analog wie bei Fig. 1. 

[0042] Fig. 4 zeigt die Antwortfunktion eines Bioreak- 
tors gemaB den Figuren 2 und 3. Dabei wird die Ande- 
rung der Konzentration einer zu Beginn des Versuchs in 
dem Reaktionsraum 3 enthaltenen, leicht nachweisba- 
ren niedermolekularen Substanz wahrend des Betriebs 
des Bioreaktors Qber die Zeit verfolgt. Diese "Modellre- 
aktion" wurde nach 10 Minuten gestartet und fur etwa 
weitere 35 Minuten fortgefOhrt, wobei die Pumpe 16 
standig in Betrieb war und die Pumprichtung alle 60 
Sekunden umgekehrt wurde. 
[0043] In Fig. 4 ist die dabei in dem Reaktionsraum 
beobachtete Kbnzentrationsanderung dargestellt. Auf- 
getragen ist auf der Ordinate der natOrliche Logarith- 
mus der Ausgangskonzentration dividiert durch die 
aktuelle Konzentration In Cq/C gegen die Zeit in Minu- 
ten. Man erkennt einen linearen Verlauf. Dies entspricht 
einer exponentiellen Abnahme der Konzentration, wie 
sie fQr einen gebrauchlichen DurchfluBreaktor mit einer 
kontinuierlich durchstrOmten Membran charakteristisch 



ist. Diese Ubereinstimmung der Antwortfunktion zeigt, 
daB die Versorgungsverhaitnisse fQr das produzierende 
System bei der vorliegenden Erf indung ebenso gut sind 
wie bei dem DurchfluBreaktor. Die Volumenverhait- 

s nisse, der Bedarf an produzierendem System (ins- 
besondere mRNA) und die Konzentration des Produkts 
im Eluat sind jedoch wesentiich besser. 
[0044] Durch die Erf indung wird somit insgesamt eine 
sehr effektive Durchf Qhrung biochemischer Reaktionen 

io mit verhaitnismaBig geringem Aufwand mOglich. Dane- 
ben werden im einzelnen fblgende Vorteile erreicht: 

Die Relation des Volumens des Reaktionsraums zu 
dem Volumen des Versorgungsraums ("Phasenver- 

15 haitnis) laBt sich in weiten Grenzen wahlen. Insbe- 
sondere kann mit einem geringen Reaktions- 
raumvolumen gearbeitet werden. In Verbindung mit 
der Modulation des Pumpvorgangs wird die Bildung 
von Sekundarfilterschichten und die daraus resul- 

20 tierende Verarmung der biologisch aktiven Makro- 
molekule in dem Reaktionsraum vermieden. 

Die durch die Erf indung mOgliche f lache Form des 
Bioreaktors erleichtert das BefOllen des Reaktions- 
25 raums und ermdglicht auf einfache Weise eine 
effektive Entluftung. 

Dadurch, daB der Versorgungsraum glattf lachig in 
seiner Langsrichtung durchstrfimt wird und ins- 

30 besondere die Kapillaren vollstandig durchstrOmt 
werden, werden Ablagerungen vermieden. 
Zugleich wird eine vollstandige Oberfuhrung des 
gesamten Reaktionsprodukts zur Weiterverarbei- 
tung gewahrleistet, ohne daB Spulvorgfinge mit 

35 resultierenden AusdQnnungseffekten erforderlich 
sind. 

Der Modulkdrper kann aus zwei baugleichen Ein- 
heiten hergestellt werden, in denen die Kapillaren 
40 f lach angeordnet sind. Die durch den Kapillarinnen- 
raum gebildeten Teilraume 4 und 5 kdnnen sehr 
einfach mit den erforderlichen Anschlussen fur die 
Ver- und Entsorgung verbunden werden. 

45 [0045] Bei der in Figur 5 dargestellten AusfQhrungs- 
form ist der Reaktionsraum 3 mit einem porCsen Fest- 
kOrper 55 ausgefullt, in dessen Poren sich die 
Komponenten des produzierenden Systems befinden. 
Der pordse FestkOrper kann beispielsweise eine Glas- 

so frrtte sein Oder aus einem pordsen keramischen Mate- 
rial bestehen. 

[0046] Das produzierende System kann dabei ebenso 
wie bei Figur 1 mittels der AnschluBOff nungen 13 und 
14 in den pordsen FestkOrper 55 Qber dessen Stirnf la- 
ss chen 56 eingefullt werden. Vorzugsweise ist jedoch min- 
destens ein Teil der Komponenten des produzierenden 
Systems in dem porOsen FestkOrper 55 vorgepackt ent- 
halten, d.h. diese Komponenten werden bereits bei der 
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Herstellung des Bioreaktors 1 in die Poren des FestkOr- 
pers 55 eingebracht und der Anwender wird mit einem 
Bioreaktor beliefert, der einen GroBteil der Bestandteile 
des produzierenden Systems bereits enthait. Dabei ist 
die Lagerung in einem porOsen FestkOrper vorteilhaft. 
Es ist grundsatzlich jedoch auch mOglich, einen Biore- 
aktor gemaB den anderen Ausfflhrungsformen der 
Erfindung in der Form herzustellen, daB der Reaktions- 
raum 3 einen Teil der Kbmponenten des produzieren- 
den Systems vorgepackt (beispielsweise in Form einer 
gefriergetrockneten Schicht auf dessen Wanden oder 
als Tablette) enthait. 

[0047] Bei der Ausfuhrungsform mit einem porOsen 
FestkOrper gemaB Figur 5 ist vorzugsweise die Versor- 
gungsmembran 8 an dessen auBerer Hullflache lokali- 
siert. Beispielsweise kann eine feinporOse 
Membranschicht 58 als auBere UmhQIIung auf den 
porOsen FestkOrpers 55 aufgedampft sein. In neuerer 
Zeit stehen auch Fertigungsmethoden zur Herstellung 
eines einstOckigen porOsen FestkOrpers 55 zur VerfG- 
gung, dessen auBere Oberfiache wesentlich feinporiger 
als sein Inneres ist, so daB die feinporige auBere Ober- 
fiache eine semipermeable Membranschicht 58 bildet. 
[0048] Figur 6 verdeutlicht, in weicher Weise bei 
einem Kapillarreaktor ahnlich den Figuren 2 und 3 eine 
zusatzliche Erntemembran vorgesehen werden kann. 
Das Gehause des Bioreaktors 1 besteht in diesem Fall 
im wesentlichen aus drei FormkOrpern 60,61 und 62, 
die jeweils einen Sammelraum aufweisen. wobei in der 
Figur nur die Sammelraume 63 und 64 der FormkOrper 
60 und 61 zu erkennen sind. Die Sammelraume stehen 
jeweils in gleicher Weise wie bei Figur 2 und 3 einerse'rts 
mit (in Fig. 6 nicht dargestellten) AuschluBOffnungen 
und andererseits mit den Innenraumen von Kapillaren 
in Verbindung, wobei die Kapillaren 36 in den auBeren 
FormkOrpern 60 und 62 die Versorgungsmembran 8 bil- 
den, wahrend die Erntemembran 7 durch in dem mittle- 
ren FormkOrper 61 vorgesehene Kapillaren 67 gebildet 
wird. Innemalb des durch die FormkOrper 60,61 und 62 
gebildeten Bioreaktormoduls sind die Sammelraume 63 
und 64 sowie der nicht dargestellte Sammelraum des 
FormkOrpers 62 durch Dichtungen 68 voneinander 
getrennt. Der Sammelraum 64 bildet gemeinsam mit 
einer in Figur 6 nicht dargestellten AnschluBOffnungen 
einen for die Kapillaren 67 der Erntemembran 7 
gemeinsamen LeitungsanschluB 65 zum Ableiten der 
FIQssigkeit bei der Ernte des Produktes. Die Kapillaren 
36 und 67, die die Versorgungsmembranen 8 und die 
Erntemembran 7 bilden, verlaufen in einem gemeinsa- 
men Reaktionsraum 3, der durch den AuBenraum zwi- 
schen den Kapillaren 36 und der diese umgebenden 
Gehausewand gebildet wird. 

[0049] Die Figuren 7 bis 9 sollen konstruktive Pro- 
blemlOsungen verdeutlichen, die fQr einen Mikromem- 
branreaktor gemaB der vorstehend eriauterten 
Erfindung besonders geeignet sind, darQber hinaus 
jedoch auch selbstandige Bedeutung for andere Biore- 
aktoren sehr Weiner Bauweise haben. 



[0050] Der in den Figuren 7 bis 9 dargestellte Biore- 
aktor 1 besteht im wesentlichen aus einem Profilform- 
kOrper 70 aus Kunststoff, einem diesen groBfiachig 
abdeckenden Deckelteil 71 und einer zwischen dem 

5 ProfilformkOrper 70 und dem Deckelteil 71 angeordne- 
ten dunnen elastischen Folie 72. Die Folie 72 sol It e aus 
einem hochelastischen inerten Material, wie beispiels- 
weise Silikongummi, bestehen. 
[0051 ] In der Deckf lache 73 des quaderfOrmigen Pro- 

10 filformkOrpers 70 befinden sich insgesamt mit 74 
bezeichnete Ausnehmungen. Die in dem Bioreaktor 
erforderlichen Leitungen werden durch schmale, nutfOr- 
mige Ausnehmungen 74a gebildet, die eine Quer- 
schnittsfiache von beispielsweise 0,5 bis 1 mm 2 haben 

is kOnnen. Der Reaktionsraum 3 wird von einer grOBeren 
trogfOrmigen Ausnehmung 74b gebildet, in der Hohlfa- 
sern (Kapillaren) 36 verlaufen, die mittels Haltestegen 
75 f ixiert sind. 

[0052] Ebenso wie der Bioreaktor gemaB Figur 1 
20 weist der Bioreaktor gemaB Figur 7 Ventile auf, urn die 
Leitungen selektiv zu verschlieBen. Dargestellt sind 
Ventile 21 und 22 zum VerschlieBen der Versorgungs- 
leitung 19 bzw. der Entsorgungsleitung 20 und Ventile 
76,77, die die AnschluBOffnungen 13 und 14 des Reak- 
25 tionsraumes 3 verschlieBen. In den Leitungsanschlus- 
sen der Kapillaren 36 sind jeweils zusatzliche Ventile 
78,79 vorhanden, die die nachfolgend eriauterte Pump- 
funktion ermOglichen. 

[0053] Die Funktion der Ventile 21 ,22 und 76 bis 79 

30 wird anhand von Figur 8 deutlich. Die Folie 72 ist zwi- 
schen dem Deckelteil 71 und dem ProfilformkOrper 70 
derartig eingespannt, daB sie die Randeinfassung 80 
der Nut 74a abdichtend Qberdeckt. Ober der Folie ist ein 
Ventilbetdtigungsstift 81 in einer Fuhrung 82 derartig 

35 vertikal beweglich, daB er in einer VerschluBposition 
des Ventils die Folie in die Nut druckt und in der darge- 
stellten Offenposttion die Folie freigibt, so daB sie die 
Nut Oberspannt Die Betatigung des Stiftes 81 kann in 
bekannter Weise beispielsweise elektromagnetisch 

40 oder piezoelektrisch erfolgen. 

[0054] Bei dem in Figur 7 dargestellten Bioreaktor 1 ist 
eine weitere Ausnehmung 74c vorgesehen, die 
Bestandteil einer Miniaturpumpe 83 ist. Die Ausneh- 
mung 74c wird von der ihre Randeinfassung 80 abdich- 

45 tend Qberdeckenden elastischen Folie 72 nach oben 
verschlossen. Die mit der Ausnehmung 74c verbunde- 
nen Leitungen sind jeweils durch Ventile 20,21,78,79 
verschlieBbar. Der Hohlraum der Ausnehmung 74c bil- 
det zusammen mit den an ihn angeschlossenen Lei- 

so tungsabschnitten bis zu den Ventilen 20,21,78,79 ein 
Pumpraumvolumen 86. 

[0055] Ober der Folie befindet sich, wiederum durch 
eine FOhrung 82 gefuhrt, ein Pumpenbetatigungsstift 
84, der in einer ersten Position die Folie in das Pump- 
55 raumvolumen 74c drOckt, so daB er dessen Volumen 
vermindert und in einer zweiten Position die Folie 72 
freigibt. so daB sie das Pumpraumvolumen 74c uber- 
spannt. 
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[0056] im dargestellten Fall dient die Pumpe 83 
sowohl zum Ansaugen und Ablassen der Versorgungs- 
flussigkeit Qber die Versorgungsleitung 19 und die Ent- 
sorgungsleitung 20, die durch die Ventile 21 und 22 
verschlieBbar sind t als auch zum Umpumpen wahrend 5 
der Biosynthese durch die AnschluBleitungen 85 und 86 
der Kapillaren 36. Die Funktionsweise wird beispielhaft 
anhand des Ansaugens von Versorgungsf lussigkeit aus 
dem Behaiter 26 eriautert 

[0057] Zunachst wird das Ventil 21 geOffnet und der 10 
Pumpenbetatigungsstift 84 nach unten bewegt, um das 
Pumpraumvolumen 86 zu verkleinern. Danach wird die 
Ansaugdffnung der Versorgungsleitung 19 in die in dem 
Behaiter 26 befindliche VersorgungsflOssigkeit einge- 
taucht und durch Anheben des Pumpenbetatigungsstif- 15 
tes 84 mit resuttierender VergrOBerung des 
Punrtpraumvolumens 86 angesaugt. Das Ventil 21 wird 
geschlossen und das Ventil 22 geGffnet. Durch Absen- 
ken des Pumpenbetatigungsstiftes 84 wird die Flussig- 
kert in Richtung auf das Ventil 22 gedruckt. Nach 20 
SchlieBen des Ventils 22 und Offnen des Ventils 21 
erfolgt mit dem nachsten Anheben des Pumpenbetati- 
gungsstiftes 84 ein erneuter Ansaugvorgang. Durch 
zyWische Wiederholung dieses Vorganges kann jede 
gewOnschte Flussigke'rtsmenge durch die Leitung 2s 
gepumpt werden, in der sich die Pumpe 83 beftndet 
Das Umpumpen durch die Kapillaren 36 erfolgt analog 
unter Benutzung der Ventile 78 und 79, wobei die Ven- 
tile 21 und 22 geschlossen sind. 

[0058] Insgesamt ermOglichen somit die anhand der 30 
Figuren 7 bis 9 eriauterten Konstruktionsmerkmale eine 
einfache und zuveriassige Betriebsweise eines Bioreak- 
tors mit sehr kleiner Bauweise. 

PatentansprQche 35 

1. Verfahren zur DurchfOhrung biochemischer Reak- 
tionen, insbesondere fur die zellfreie Polypeptide 
Biosynthese 

40 

mittels eines Bioreaktors, der innerhalb eines 
Gehduses (2) einen ein produzierendes 
System enthaltenden Reaktionsraum (3) und 
einen von dem Reaktionsraum (3) durch eine 
semipermeable Membran (8) getrennten, eine 45 
als Versorgungsmedium f Or das produzierende 
System wirkende FIQssigkeit enthaltenen Ver- 
sorgungsraum (6) aufweist, wobei der Versor- 
gungsraum (6) innerhalb des Bioreaktors in 
einen ersten und einen zweiten Teilraum (4,5) so 
geteilt ist, die jeweils uber eine semipermeable 
Versorgungsmembran (8) mit dem Reaktions- 
raum in Verbindung stehen und uber eine 
Verbindungsleitung (15) miteinander verbun- 
densind, ss 
bei welchem 

wahrend der biochemischen Reaktion FIQssig- 
keit im Kreistauf von dem ersten Teilraum (4) 



des Versorgungsraums (6) durch den Reakti- 
onsraum (3) in den zweiten Teilraum (5) des 
Versorgungsraums (6) derartig umgepumpt 
wird, daB jeweils beim Obertritt von FIQssigkeit 
aus dem ersten Teilraum (4) in den Reaktions- 
raum (3) zugleich FIQssigkeit von dem Reakti- 
onsraum (3) in den zweiten Teilraum (5) 
Obertritt und FIQssigkeit aus dem zweiten Teil- 
raum (5) Qber die Verbindungsleitung in den 
ersten Teilraum (4) zuruckstrOmt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , bei welchem das FIOs- 
sigkeitsvolumen in dem Reaktionsraum (3) und in 
den Teiiraumen (4,5) des Versorgungsraums (6) 
wahrend des Umpumpens unverfindert bleibt, so 
daB zu jedem Zeitpunkt der Volumenstrom der 
FIQssigkeit in den Reaktionsraum (3) hinein und der 
Volumenstrom der FIQssigkeit aus dem Reaktions- 
raum (3) heraus Qbereinstimmt. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprO- 
che, bei welchem ein von dem produzierenden 
System erzeugtes Produkt aus der Versorgungs- 
flOssigkeit gewonnen wird. 

4. Verfahren nach eihem der vorhergehenden AnsprQ- 
che, bei welchem zur Gewinnung eines von dem 
produzierenden System erzeugten Produktes FIQs- 
sigkeit aus dem Reaktionsraum Qber eine semiper- 
meable Erntemembran (7) abgeleitet wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQ- 
che, bei welchem wahrend der biochemischen 
Reaktion die Pumprichtung und damtt die Strd- 
mungsrichtung der FIQssigkeit, vorzugsweise mehr- 
fach, umgekehrt wind. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, bei welchem das in 
eine Richtung bis zur Umkehrung der Pumprich- 
tung gepumpte Volumen mindestens so groB wie 
das Volumen des Reaktionsraums ist. 

7. Vorrichtung zur DurchfOhrung des Verfahrens nach 
einem der vorhergehenden AnsprOche 

mit einem Bioreaktor, der innerhalb eines 
Gehauses (2) einen ein produzierendes 
System enthaltenden Reaktionsraum (3) und 
einen von dem Reaktionsraum (3) durch eine 
semipermeable Membran (8) getrennten, eine 
als Versorgungsmedium fQr das produzierende 
System wirkende FIQssigkeit enthaltenen Ver- 
sorgungsraum (6) aufweist, wobei der Versor- 
gungsraum (6) innerhalb des Bioreaktors in 
einen ersten und einen zweiten Teilraum (4,5) 
geteilt ist, die jeweils Qber eine semipermeable 
Versorgungsmembran (8) mit dem Reaktions- 
raum in Verbindung stehen und Qber eine 
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Verbindungsleitung (15) miteinander verbun- 
den sind, 
bei welcher 

jeder der Teilraume (4,5) des Versorgungs- 
raums eine AnschluBGffnung (17) fur die s 
Verbindungsleitung (15) aufweist und in der 
Verbindungsleitung (15) eine Pumpe (16) zum 
Umpumpen der Flussigkeit angeordnet ist. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, bei welcher die to 
Verbindungsleitung (15) und die Pumpe (16) in dem 
Gehause (2) des Bioreaktors (1) integriert sind. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 7, bei welcher der erste 
und der zweite Teilraum (4,5) des Versorgungs- is 
raums (6) an der AnschluBfiffnung (17) for die 
Verbindungsleitung (15) jeweils eine AnschluB- 
kupplung (47) zum AnschlieBen einer auBerhalb 
des Gehauses (2) des Bioreaktors (1) verlaufenden 
Verbindungsleitung (15) aufweist. 20 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 7 bis 9, bei 
welcher die Versorgungsmembran (8) asymme- 
trisch mit einer einer ersten Oberfiache (9) der 
Membran (8) zugewandten Filtrationsschicht (10) 25 
und einer einer zweiten Oberfiache (1 1) der Mem- 
bran (8) zugewandten Tragschicht (12) ausgebildet 

ist und die erste Oberfiache (9) zu dem Reaktions- 
raum (3) orientiert ist. 

30 

1 1 . Vorrichtung nach einem der Anspruche 7 bis 1 0, bei 
welcher die Versorgungsmembran (8) Membran- 
Kapillaren (36) aufweist und der Reaktionsraum (3) 
durch den AuBenraum zwischen der Wand (49) des 
Gehauses (2) des Bioreaktors (1) und den Kapilla- 35 
ren (36) gebildet wind. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, bei welcher 

die Innenraume eines ersten Satzes (34) der 40 
Kapillaren (36) an beiden Enden der Kapil- 
laren (36) jeweils einen fur die Kapillaren 
des Satzes gemeinsamen LeitungsanschluB 
(39a,43;40a,45) aufweisen und den ersten Teil- 
raum (4) des Versorgungsraums (6) bilden, 4s 
die Innenraume eines zweiten Satzes (35) der 
Kapillaren (36) an beiden Enden der Kapillaren 
(36) jeweils einen fur alle Kapillaren (36) 
des Satzes gemeinsamen LeitungsanschluB 
(39b,44;40b,46) aufweisen und den zweiten so 
Teilraum (5) des Versorgungsraums (6) bilden 
und 

die Kapillaren der beiden Satze (34,35) im 
wesentlichen parallel zueinander innerhalb des 
Reaktionsraums (3) verlaufen. ss 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, bei welcher sich der 
Qberwiegende Teil des Volumens des Reaktions- 



raums (3) zwischen den beiden Satzen (34,35) der 
Kapillaren befindet 

14. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, bei welcher der Reaktionsraum uber 
eine semipermeable Erntemembran (7), deren 
DurchlaBgrenze grOBer als die der Versorgungs- 
membran ist, mit einer Leitung (29) in Verbindung 
stent, durch die zum Errrten eines von dem produ- 
zierenden System erzeugten Produktes FIQssigkeit 
aus dem Reaktionsraum (3) abgefeitet werden 
kann. 

1 5. Vorrichtung nach Anspruch 1 4, bei welcher die Ern- 
temembran (7) einen Satz von Membran-Kapillaren 
(67) aufweist, und die Innenraume der Kapillaren 
(67) an beiden Enden jeweils einen fur die Kapilla- 
ren des Satzes gemeinsamen LeitungsanschluB 
(65) zum Ableiten der Flussigkeit aufweisen. 

16. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, bei welcher der Reaktionsraum einen 
porOsen FestkOrper (55) zur Aufnahme von minde- 
stens einem Teil der Komponenten des produzie- 
renden Systems enthait. 

17. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, bei welcher die Versorgungsmembran 
(8) die auBere Hullfiache des pordsen Festkdrpers 
(55) bildet. 

18. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, bei welcher der Bioreaktor zur Bildung 
eines Miniaturventils eine von einer Randeinfas- 
sung (80) begrenzte Nut (74a) und eine die Rand- 
einfassung (80) abdichtend Qberdeckende 
elastische Folie (72) aufweist, wobei Ober der Folie 
(72) ein Ventilbetatigungsstift (81) derartig beweg- 
lich ist, daB er in einer VerschluBposition des Ven- 
tils die Folie (72) in die Nut druckt und in einer 
Offenposition die Folie (72) freigibt, so daB sie die 
Nut (74a) uberspannt. 

19. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, bei welcher der Bioreaktor zur Bildung 
einer Miniaturpumpe (83) eine von einer Randein- 
fassung (80) begrenzte Ausnehmung (74c) und 
eine die Randeinfassung (80) abdichtend uberdek- 
kende elastische Folie (72) aufweist, durch die ein 
Pumpraumvolumen (86) begrenzt wird, das zwei 
jeweils mit einem Ventil verschlieBbare mit der Aus- 
nehmung (74c) verbundene Leitungsabschnitte 
und den Innenraum der Ausnehmung (74c) umfaBt, 
und bei welcher uber der Folie ein Pumpenbetati- 
gungsstift derartig beweglich ist, daB er in einer 
ersten Position die Folie in die Ausnehmung (74c) 
druckt, so daB das Pumpraumvolumen vermindert 
wird und in einer zweiten Position die Folie freigibt, 
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so daB sie die Ausnehmung (74c) Oberspannt. 
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(57) Verfahren und Vorrichtung zur DurchfQhrung 
biochemischer Reaktionen, insbesondere fur die zell- 
freie Polypeptid-Biosynthese. Ein Bioreaktor weist 
innerhalb eines Gehfluses (2) einen ein produzierendes 
System enthaltenden Reaktionsraum (3) und einen von 
dem Reaktionsraum (3) durch eine semipermeable 
Membran (8) getrennten, eine als Versorgungsmedium 
fflr das produzierende System wirkende FIQssigkeit ent- 
haltenen Versorgungsraum (6) auf. Der Versorgungs- 
raum (6) ist innerhalb des Bioreaktors in einen ersten 
und einen zweiten Teilraum (4,5) geteilt, die jeweils Qber 
eine semipermeable Versorgungsmembran (8) mrt dem 
Reaktionsraum in Verbindung stehen und Qber eine 
Verbindungsleitung (15) miteinander verbunden sind. 
WShrend der biochemischen Reaktion wird FIQssigkeit 
im Kreislauf von dem ersten Teilraum (4) des Versor- 
gungsraums (6) durch den Reaktionsraum (3) in den 
zweiten Teilraum des Versorgungsraums (6) derartig 
umgepumpt, daB jeweils beim Ubertritt von FIQssigkeit 
aus dem ersten Teilraum (4) in den Reaktionsraum (3) 
zugleich FIQssigkeit von dem Reaktionsraum (3) in den 
zweiten Teilraum (5) ubertritt und FIQssigkeit aus dem 
zweiten Teilraum (5) Qber die Verbindungsleitung in den 
ersten Teilraum (4) zurQckstrOmt. 
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